Brief: English Description of German Patent Application .Number rl 96 28 928 Al 

AB DE 19628928 A UPAB : 19991122 

Solid support for analytical assays comprises an inert solid support 
material on which hydrophilic assay zones, optionally with a surface 
charge, are separated by at least 1 hydrophobic coating, there being at 
least 10 assay zones/cm2 of support area. Also claimed is an assay method 
using a support as above in which liquid samples are deposited on the 
assay zones and optionally covered with a hydrophobic layer prior to 
analysis. 

USE - The support is useful for diagnostics, drug research, 
combinatorial chemistry, plant protection, toxicology and environmental 
protection . 

ADVANTAGE - Very small-scale assay reactions can be performed in 
automated equipment. 
Dwg .1/4 



© BUND ESREPU BL1K 
DEUTSCHLAND 



@ Offenl gungsschrift (§) lnt.Cl. s : 

® DE 19628928 A1 



!)»iiij)i];!iiii)i)]iiiJi)))ij;j)iii))))i)i))]ii])}i))))iji 

G01N 33/551 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



© Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
© Offenlegungstag: 



19628928.9 
18. 7.96 
22. 1.98 



CM 

o> 

00 
CM 

CO 



LU 

O 



@ Anrrielder: 

BASF AG, 67063 Ludwigshafen, DE 



<§) Erfinder: 

Eipel, Heinz, 64625 Bensheim, DE; Keller, Harald, Dr., 
67069 Ludwigshafen, DE 



@ Feste Trager fur analytische Me&verfahren, ein Verfahren zu ihrer Herstellung sowie ihre Verwendung 

(§7) Die Erfindung betrifft feste Trager fur analytische Me&ver- 
fahren, die im wesentiichen aufgebaut sind aus einem 
inerten festen Tragermaterial, auf dem hydrophile MeSberei- 
che, durch eine hydrophobe Beschichtung voneinander 
getrennt sind, wobei mindestens 10 MeSpunkte pro cm 2 auf 
dem Trager aufgebracht sind. Werterhin betrifft die Erfin- 
dung ein Verfahren zur Herstellung der Trager, sowie die 
Verwendung der Trager in der Diagnostik, in der Wirkstoff- 
suchforschung, in der kombinatorischen Chemie, im Pflan- 
zenschutz, in der Toxikologie oder im Umweltschutzbereich. 
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Die folgertden Angaben sind dan vom Anmeider eingereichten Unterlagen entnommen 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft feste Trager fur analytische MeBverfahren, die im wesentlichen aufgebaut sind aus 
einem inerten festen Tragermaterial, auf dem hydrophile MeBbereiche, die gegebenenfalls mit einer Oberfla- 
5 chenladung versehen sind, durch mindestens eine hydrophobe Beschichtung voneinander getrennt sind, wobei 
auf dem Trager groBer oder gleich 10 MeBpunkte pro cm 2 aufgebracht sind Weiterhin betrifft die Erfindung em 
Verfahren zur Herstellung der Trager, sowie die Verwendung der Trager in der Diagnostic in der Wirkstoff- 
suchforschung, in der kombinatorischen Chemie, im Pflanzenschutz, in der Toxikologie oder im Umweltschutz- 
bereich. 

io Eine Hauptaufgabe der Wirkstoffsuchforschung im Pflanzenschutz oder in der Medizin ist die Identifizierung 
neuer Leitstrukturen und die Entwicklung von Wirkstoffen, die aus diesen Strukturen hervorgehen. 

In der klassischen Wirkstoffsuchforschung wurde die biologische Wirkung neuer Verbindungen in einem 
Zuf alls-Screening am ganzen Organismus beispielsweise der Pflanze oder dem Mikroorganismus getestet Dabei 
wurden komplexe In-vitro- und In-vivo-Testmethoden eingesetzt, mit denen pro Jahr nur einige hundert Sub- 
is stanzen getestet werden konnten. 

Die biologische Testung war dabei gegenuber der Synthesechemie der limitierende Faktor. 
Durch die Bereitsteilung molekularer Testsysteme, die in der Molekuiar- und Zellbiologie entwickelt wurden, 
hat sich die Situation drastisch verandert Diese molekularen Testsysteme wie beispielsweise Rezeptorbindungs- 
assays, Enzymassays oder Zell-Zellinteraktionsassays lassen sich in der Regel gut in Mikrotiterplatten in Reak- 
20 tionsvolumen zwischen 50 bis 250 pi durchfuhren und einfach automatisieren. Die Automatisierung und Miniatu- 
risierung dieser Testsysteme ermdglicht einen hohen Probendurchsatz. Durch diese Entwicklung lassen sich 
groBe Zahlen verschiedener Chemikalien auf eine mogliche Verwendung als Leitstruktur in der Wirkstoffsuch- 
forschung testen. 

Ein modernes automatisiertes Testsystem erm6glicht in einem Massenscreening die Pruning von 100 000 und 

25 mehr Chemikalien pro Jahr auf ihre biologische Wirkung. Mikrotiterplattenassays werden sehr haufig verwen- 
det, da sie in der Regel geringe Kosten verursachen, sehr sicher und wenig storanfallig sind. 

Um die Leistungsf ahigkeit dieser Testsysteme voll ausschopfen zu konnen, wurden und werden immer neue 
Festphasensynthesen in der kombinatorischen Chemie entwickelt 

Die kombinatorische Chemie ermoglicht die Synthese einer breiten Vielfalt unterschiedlicher chemischer 

30 Verbindungen, sogenannter Substanzbibliothekea Dies gilt insbesondere, wenn sich die kombinatorische Che- 
mie der automatisierten Festphasensynthese bedient (s. z. a Obersichtsartikel L Med. Chem. 1994, 37, 1233 und 
1994. 37, 1385). Die Synthese an der Festphase hat den Vorteil, daB eine groBe Vielzahl an Verbindungen 
synthetisiert werden konnen und daB Nebenprodukte und uberschussige Reaktanten le^cht entfevnt w-^den 
konnen, so daB eine aufwendige Reinigung der Produkte nicht notwendig ist 

35 Durch die Vielzahl der synthetisierten Verbindungen in der kombinatorischen Chemie kann die Leistungsfa- 
higkeit moderner automatisierter Testsysteme von Seite der Chemikalienvielfalt voll ausgenutzt werden. Da 
aber im Gegensatz zur klassischen Wirkstoff synthese die zu untersuchenden Chemikalien bei der Synthese 
mittels kombinatorischer Chemie nicht in beliebiger Menge zur Verfugung stehen, kann aufgrund der erforderii- 
chen Chemikalienmengen in den Testsystemen nur eine eingeschrankte Zahl von Testsystemen gepruft werden. 

40 Ein weiterer Nachteil der vorhandenen Testsysteme beispielsweise in der Wirkstoffsuchforschung, in der 
Diagnostik, im Umweltschutz oder Pflanzenschutz ist, daB fur viele Testsysteme die bendtigten Reagentien wi 
beispielsweise Enzyme, Antikorper, Rezeptoren, Fluoreszenzfarbstoffe, radioaktiv oder sonstig markierte Li- 
ganden, Cytokine, Aktivatoren, Inhibitoren oder sonstige Reagentien tfeuer, schwer herstellbar sind und/oder 
nicht in ausreichender Menge fur die automatisierten Tests zur Verfugung stehen. 

45 In DE-A 44 35 727 wird ein Ansatz zur Reduktion der fur einen Test bendtigten Reagentien beschrieben. 

Nachteil dieses Verfahrens ist, daB der Trager fur die Messungen erst aufwendig in einem mehrstufigen 
Verfahren hergestellt werden rauB. 

Ein weiterer Nachteil ist, daB die Reaktionen, die mit diesem Tragermaterial durchgefuhrt werden konnen, auf 
festphasengebundene Reaktionen wie die Reaktantenbindung zwischen Antikorpern, Antigenen, Haptenen 

so oder Nucleinsauren beschrankt sind. Reaktionen in Losung konnen mit dieser Methode nicht durchgefuhrt 
werden. 

Es bestand daher die Aufgabe, ein neues analytisches MeBverfahren, das ohne die genannten Nachteile 
durchfuhrbar ist, zu entwickeln und fur die Wirkstoffsuchforschung, die Diagnostik, den Umweltschutz, den 
Pflanzenschutz, der Toxikologie oder fur die kombinatorische Chemie zur Verfugung zu stellen. 

55 Die gestellte Aufgabe konnte dadurch gelost werden, daB man den eingangs beschriebenen festen Trager fur 
das MeBverfahren verwendete. 

Es wurde gefunden, daB die Oberflachenspannung, die einer weiteren Miniaturisierung der vorhandenen 
Mikrotiterplattentechnik zu immer kleineren Reaktionslochern ( = Wells) hin im Wege steht, da durch sie in sehr 
kleinen Mikrotiterplattenvertiefungen Krafte wie die Adhasion der Reaktionsflussigkeit an dieXDberflache der 

60 Mikrotiterplatten oder die Kapillarkrafte eine immer groBere Rolle spielen und so eine Befullung der Reaktions- 
locher und damit eine Messung unmoglich machen, fur die erfindungsgemaBen Trager vorteilhaft genutzt 
werden kann. 

Unter hydrophilen MeBbereichen des Tragers sind Gebiete des Tragers zu verstehen, auf denen bzw. in denen 
nach Aufbringung der Reaktionsflussigkeit und damit der Reaktanten die Messung durchgefuhrt wird (siehe 
55 Nummer 2 in den Fig. 1, 3 und 4). Sie entsprechen damit den "Wells" bzw. den Vertief ungen der Mikrotiterplatten 
und werden nachstehend als "MeBbereiche oder MeBpunkte" bezeichnet 

Die hydrophilen MeBbereich des Tragers sind vort ilhaft von einem hydrophoben Bereich (siehe Nummer 1 
in den Fig. 1 bis 4) umgeben. Dieser hydrophobe Bereich kann aus mindestens einer hydrophoben Beschichtung 
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aufgebaut sein, die den Trager vollstandig oder nur teilweise mit Unterbrechungen bedeckt Diese Unterbre- 
chungen (siehe Nummer 5 in den Fig. 1 bis 4) sind vorteilhafterweise hydrophiL 

Die Fig. 1 bis 4dienen der beispielhaften Verdeutiichung der erfindungsgemaBen Trager. 

Die MeBbereiche sowie die sie voneinander trennenden hydrophoben Bereiche (siehe Nummer 1 in den Fig. 1 
bis 4) konnen beispieisweise durch Mikrolithographie-, Photoatz-, Mikrodruck- oder Mikrostempeltechnik s 
aufgebracht werden oder mit Hilfe einer Maskentechnik aufgespruht werden. Aus der Herstellungstechnik von 
Druckplatten sind photochemische Verfahren bekannt, mit denen Oberflachen von Platten oder Walzen gezielt 
an bestimmten Stellen hydrophob und an anderen Stellen hydrophil gemacht werden konnen. Mit dieser Technik 
lassen sich beispieisweise auf einfache Weise auf einem Trager, z. B. auf einer Glas- oder Metallplatte, ein Raster 
von mehreren Tausend regeimaBig angeordneten hydrophilen MeBbereichen (siehe Nummer 2 in den Fig. !, 3 io 
und 4% umgeben von hydrophoben Begrenzungen (siehe Nummer 1 in den Fig. 1 bis 4), herstellen. Dabei konnen 
zunachst ein oder mehrere hydrophobe Beschichtungen auf den Trager aufgezogen werden und anschlieBend 
die MeBbereiche an den gewunschten Stellen aufgebracht werden oder umgedreht zunachst die hydrophilen 
MeBbereiche und dann die hydrophoben Bereiche oder beides gleichzeitig aufgezogen werden. Es konnen auch 
mehrfach hydrophile MeBbereiche an die gieiche Stelle aufgetragen werden. 15 

Fijg. 2 gibt beispielhaft einen erfindungsgemaBen Trager in GrdBe einer Mikrotiterplatte wieder. 

Die MeBbereiche konnen eine beliebige Form haben, bevorzugt sind runde MeBbereiche. 

Die hydrophobe Beschichtung oder Beschichtungen konnen zusammenhangend auf den Trager aufgebracht 
sein oder aber mit beliebig gestalteten Unterbrechungen versehen sein. Sie konnen auch als separate Bereiche 
urn die MeBbereiche iiegen, bevorzugt sind hydrophobe Ringe, die die hydrophilen MeBbereiche voneinander 20 
trennen. 

Die hydrophobe Beschichtung bzw. Beschichtungen soilen das Verlaufen der MeBbereiche ineinander verhin- 
dern und so eine exakte Messung einzelner Reaktionsansatze ermoglichen. 

Prinzipiell ist es moglich, jede beliebige Anzahl von MeBpunkten auf einen Trager aufzubringen, bevorzugt 
sind groBer oder gleich 10 MeBpunkte pro cm 2 , besonders bevorzugt sind groBer oder gleich 15 MeBpunkte pro 25 
cm 2 , ganz besonders bevorzugt sind groBer oder gleich 20 MeBpunkte pro cm 2 . Dabei werden Reaktionsvolumi- 
na von wenigen nl bis zu einigen $xl aufgetragen, bevorzugt werden Volumina kleiner 5 uJ, besonders bevorzugt 
kleiner oder gleich 1 uj, aufgetragen. 

Die MeBpunkte konnen in beiiebigen Rastern auf den Trager auf gebracht werden, bevorzugt sind quadrati- 
sche oder rechteckige Raster. " 30 

Der inerte feste Trager kann aus einer ebenen, planaren Platte eines eben solchen Blockes oder einer Folie 
beliebiger Form und GrdBe bestehen, die gegebenenfalls kleine Mulden (siehe Fig. 4) an den Stellen der 
MeBbereiche haben kann, bevorzugt sind plane Trager (siehe Fig, 3). Bevorzugt sind rechteckige oder quadrati- 
sche Trager, besonders bevorzugt sind rechteckige Trager in GrdBe einer Standardmikrotiterplatte (127,5 mm 
x 85,5 mm) oder ganzzahlige Vieifache der Mikrotiterplatten, die groBer oder kleiner sein konnen wie beispiels- 35 
weise die sogenannten Terasaki-Platten (81 mm x 56 mm, 60 MeBpunkte). Die bevorzugte GrdBe der erfin- 
dungsgemaBen Trager hat den Vorteil, daB die gesamte Peripherie der automatisierten Mikrotiterplattentechnik 
ohne Umbau verwendet werden kann. 

Der Trager kann beispieisweise aus Materialien bestehen wie Glas, Keramik, Quarz, Metall, Stein, Holz, 
Kunststoff, Gumrai, Silicium, Germanium oder Porzellan. Die Materialien konnen in reiner Form, als Mischun- 40 
gen, Legierungen oder Blends oder in verschiedenen Schichten oder nach Beschichtung beispieisweise mit einem 
Kunststoff oder einem Lack zur Herstellung der erfindungsgemaBen Trager verwendet werden. Bevorzugt 
werden transparente Trager aus Quarz, Glas, Kunststoff, Germanium oder Silicium hergestellt, die fur alle 
visuellen Tests wie mikroskopische, kameraunterstutzte, Iaserunterstutzte Tests geeignet sind 

Als transparente Kunststoffe sind alle amorphen Kunststoffmaterialien, die einphasig oder mehrphasig mit 45 
gleichen Brechungsindex wie Poiymere aus Acryinitril-Butadienstyrol oder mehrphasig mit unterschiedlichem 
Brechungsindex, bei denen die Domanen der Kunststoffkomponenten Bereiche bilden, die kleiner als die 
Wellenlange des Lichts sind wie beispieisweise die Blockcopolymere aus Polystyrol und Butadien (sog. Polysty- 
rol/Butadienblends) geeignet. 

Als besonders geeignete transparente Kunststoffe seien hier Polystyrol, Styrolacrylnitril, Polypropylen, Poly- 50 
carbonat, PVC (= Polyvinylchlorid), Polymethylmethacrylat, Polyester, Silicone, Poiyethylenacryiat, Polylactid 
oder Celluloseacetat, Ceilulosepropionat, Cellulosebutyrat oder deren Mischungen genannt Silicium- oder 
Germaniumtrager eignen sich besonders fur Anwendungen, bei denen eine Detektion oder Induktion der 
Reaktion uber nahes Infrarotlicht erforderlich ist 

Der erfindungsgemaBe Trager kann auch in Form eines Transportbandes ausgefuhrt sein, das bei Auto ma ti- 55 
sierung der Assays an den Beschickungs-, Inkubations- oder Detektionsstationen vorbeilaufen kana 

Ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Trager gent beispieisweise von Keramik-, Quarz- oder 
Glasplatten aus. Der Trager wird dazu zweckmaBigerweise zunachst mit einem Reinigungsmittel beispieisweise 
einem Alkohol, einem alkalischen Reiniger oder einem sauren Reiniger wie Reacalc® (enthalt Taut Angabe der 
Firma Chemotec GmbH, Phosphorsaure und Tenside) gesaubert. Zur Verbesserung der Reinigung kann diese 60 
vorteilhafterweise in einem Ultraschallbad vorgenommen werden. Nach der Reinigung wird der Trager direkt 
oder nach Spulung mit Wasser und/oder Alkohol oder mit einem Alkohol/Wassergemisch getrocknet Die 
hydrophobe Beschichtung des Tragers erfolgt beispieisweise mit einer l%igen Hexadecyl-trimethoxy-siJanla- 
sung in einem Losungsmittel wie Isopropanol/H 2 0 (9 : 1) mit Hilfe einer Stempeltechnik. Der Stempel wird kurz 
auf den Glasobjekttrager zum Aufbringen der l%igen Hexadecyi-trimethoxy-silaniosung gedruckt. Anschlie- 65 
Bend wird der Trager getrocknet. Vorteilhafterweis wird der Glastrager bei erhohten Temperaturen, das heiBt 
bei Temperaturen groBer 80° C, getrocknet. Vorzugsweise wird der Trager nach Trocknung nochmals zur 
Entferaung von uberschussigem Hexadecyi-trimethoxy-silan gespult beispieisweise mit einer Alkohoi/Wasser- 
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mischung wie Isopropanol/H20 (9:1). 

Gegebenenfalls wird mit dieser Stempeltechnik eine zusatzliche Oberflachenladung im Bereich der hydrophi- 
len MeBpunkte aufgebracht Diese Oberflachenladung kann beispielsweise durch das Aufbring n von Proteinen, 
sauren oder basischen Polymeren wie Poiylysin oder sauren oder basischen Molekulen erzeugt werden. 

Zum Aufbringen von Probenmateriai und Reagenzien eignen sich alle Methoden, die Flussigkeitsmengen 
zwischen wenigen nl und wenigen |xl dosieren konnen, wie beispielsweise Techniken, die in Tintenstrahldruckern, 
sogenannte Ink-Jet-Technologie (siehe DE-A 40 24 544) oder in der DurchfluB-Zytometrie, in sogenannten 
Zellsortern (Horan, P.KL, Wheeless, LI-, Quantitative Single Analysis and Sorting, Science 1977, 198, 149—157) 
verwendet werden. Die Tropfenbildung kann dabei rait piezoelektrischer Zertropfung (Ultraschall), piezoelek- 
trischer Tropfenausschleuderung oder Ausschleuderung durch Verdampfung (Ink-Jet-Technik) erfolgen. Es 
konnen Systeme mit permanenter Tropfenerzeugung oder Systeme, die Tropfen auf Anforderung erzeugen, 
verwendet werden. 

Mit diesen Techniken konnen einzelne Tropfchen exakt dosien und gezielt auf die einzelnen hydrophilen 
MeBpunkte der Miilti-Analysen-Oberflache des Tragers plaziert werden, indem zum Beispiel der Trager unter 
einer oder mehreren parallel angeordneten Dusen 5 entsprechend dem Takt der dosierten Flussigkeit und 
entsprechend dem vorgegebenen Raster bewegt wird Ebenso kann auch die Dosiervorrichtung beispielsweise 
aus mindestens einer Duse uber dem Trager entsprechend dem Takt der dosierten Flussigkeit und entsprechend 
dem vorgegebenen Raster bewegt werden. 

Es konnen mit diesen Techniken, falls erforderlich, verschiedene Reagentien und/oder einzelne Zellen an die 
vorgegebenen Orte (= MeBpunkte) auf der Trageroberflache plaziert und zur Reaktion gebracht werden. Von 
Vorteil ist, daB bei den erfindungsgemaB bevorzugten kleinen Volumina im Bereich von einigen Nanoliter bis zu 
wenigen Mikroliter eine Vermischung der Reaktanten durch Diffusion sehr rasch eintritt, so daB eine besondere 
mechanische Mischvorrichtung nicht notwendig ist Es konnen auch vor der Zugabe von Flussigkeitstropfchen 
zur Durchfuhrung der eigentlichen Analyse gewisse Liganden, z. B. Proteine oder Nucleinsauren, auf dem 
Trager in adsorbierter oder chemisch gebundener Form vor der Zudosierung der MeBproben und der Reagen- 
tien bereits vorliegen. 

Weitere Vorteiie der erfindungsgemaBen Trager sind die Einsparung an Substanzen wie beispielsweise an zu 
testenden Chemikalien, an Enzymen, an Zellen oder sonstigen Reaktanten, an Zeit durch eine weitere Steigerung 
gegebenenfalls automatisierter paralleler Reaktionsansatze, an Platz- und Personalbedarf, durch eine weitere 
Miniaturisierung der Reaktionsansatze und dadurch letztlich auch an Geld. 

Die auf den Tragern abgelegten Tropfchen konnen auch in Form von Geitropfchen auf den Trager auf 
gebracht werden, die sich gegebenenfalls anschlieBend verfestigen und so die Verdunstung der Reaktionsflussig- 
keit verringern. 

Die Verdunstung der Reaktionsflussigkeit (siehe Nummer 3 in den Fig. 3 und 4) kann auch durch Uberschich- 
tung mit einer hydrophoben Flussigkeit (siehe Nummer 4 in den Fig. 3 und 4% wobei die hydrophobe Beschich- 
tung oder Beschichtungen wie ein Anker wirken, verringert werden (Fig. 3 und 4). Bevorzugt zur Oberschich- 
tung werden niedrigviskose Ole wie Silikonfile verwendet. 

Die Verdunstung kann auch durch Inkubation der Trager in einer nahezu wasserdampfgesattigten Atmospha- 
re reduziert werden. 

Durch Kuhlung der Trager kann die Verdunstung ebenf alls reduziert werden. 

Es konnen einzelne der genannten Elemente zur Verminderung der Verdunstung verwendet werden oder 
deren Kombinationen. 

Die erfindungsgemaBen Trager eignen sich prinzipieil fur alle heute in Mikrotiterplatten durchgefuhrten 
Analysenmethoden, wie beispielsweise kolorimetrische, fluorimetrische oder densitometrische Methoden. Dabei 
konnen die Lichtstreuung, Trubung, wellenlangenabhangige lichtabsorption, Fluoreszenz, Lumineszenz, Ra- 
man-Streuung, ATR (= Attenuated Total Reflection), Radioaktivitat Isotopenmarkierung, pH-Veranderungen 
oder Ionenverschiebungen vorteilhaft alleine oder in {Combination genutzt und gemessen werden, um hier nur 
einige der moglichen MeBgroBen zu nennen. 

AIs mogliche auf den erfindungsgemaBen Tragern durchfuhrbare Analysenmethoden seien luer die Bindung 
von Antikorper an Antigene, die Wechselwirkung zwischen Rezeptoren und Liganden, die spezifische Spaltung 
von Substratmolekulen durch Enzyme, die Polymerase-Kettenreaktion fTCR"), Agglutinationstests oder die 
Wechselwirkung zwischen verschiedenen oder gieichen Zelltypen wie Enzymassays, Titrationsassays wie Viru- 
sutrationsassays, Erythrozyten- oder Plattchenaggregationsassays, Agglutinations assays mit Latexkugelchen, 
ELISA- ( =» Enzyme-linked immunosorbent assay) oder RIA- ( = Radioimmunoassay) genannt 

Die erfindungsgemaBen Trager konnen beispielsweise in der Diagnostik, in der Wirkstoffsuchforschung, in 
der kombinatorischen Chemie, im Pflanzenschutz, in der Toxikologie, im Umweltschutz beispielsweise bei 
cytotoxikologischen Tests, in der Medizin oder der Biochemie eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemaBen Trager sind besonders fur das Massenscreening geeignet 

Besonders geeignet sind die erfindungsgemaBen Trager fur alle modernen bilderf assenden und bildauswerten- 
den Analys ensysteme. 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Veranschaulichung der Erflndung, ohne sie in irgendeiner Weise 
einzuschranken. 

Beispiel 1 

Herstellung eines erfindungsgemaBen Tragers aus einem Glasobjekttrager 
Zunachst wurde der Glasobjekttrager mit einer 20%igen waBrigen Losung eines sauren Reinigers (Reacalc®, 
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Firma Chemotec GmbH) in einem Ultraschalltauchbad 10 Minuten gereinigt AnschlieBend wurde der Glasob- 
jekttrager mit Wasser und danach mit absolutem Ethanol gespult und bei ca. 23° C getrocknet 

Mit einem Mikrosterapel wurde auf dem hydrophilen Trager die hydrophobe Beschichtung in Form von 
hydrophoben Ringen (siehe Fig. 1 bis 4) aufgebracht Zur Aufbringung der hydrophoben Schicht wurde eine 

1 %ige Hexadecyl-trimethoxy-suanldsung in IsopropanoI/HzO (9:1) verwendet Der in die Silanlosung getauch- s 
te Stempe! wurde kurz — ca. 5 sea — auf den Trager gedruckt und anschlieBend wurde der Trager 15 Minuten 
bei 100° C getrocknet Oberschussige Silanlosung wurde durch Eintauchen des Tragers fur ca 1 Minute in 
Isopropanol/H20 (9 : 1) vom Trager entfernt Es wurden zwei Typen von Stempeln zum Aufbringen von 12 bzw. 

25 MeBpunkten pro Quadratzentimeter verwendet 

10 

Beispiel 2 

Protease- Inhibitor- Assay mit den erfindungsgemaBen Tragern 

Mit einem nach dem in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren hergestellten Trager wurde ein Protease-Inhibi- is 
tor- Assay durchgefuhrt 

In einer Kammer mit groBer 95% relativer Luftfeuchtigkeit wurden mit einem Mikro-Dosiersystem von der 
Firma Microdrop, Norderstedt, auf einem wie oben beschrieben hergestellten Objekttrager 96 Proben mit 
jeweils 100 nl einer Ldsung von Fluoresceinisothiocyanat-markiertem Casein (20 ug/ml) in 10 mMTris/HCl-Puf- 
fer (pH 8p) aufgebracht Die Anordnung der Reaktionstropfchen erfolgte entsprechend der durch den Stempel 20 
aufgebrachten, hydrophoben Bereiche (= Sperrschichten) in 8 Reihen und 12 Spalten in einem Raster von 2 x 

2 nun. Die Breite der hydrophoben Ringe war jeweils 0,4 mm. 

AnschlieBend wurde je 1 nl verschiedener Protease-Inhibitoren in einer 1 mM Konzentration in 10 mM 
Tris/HCl-Puffer (pH 8,5) mit dem Microdrop-Gerat zu den Reaktionsproben zugegeben. Die Zugabe erfolgte 
exakt in die vorher aufgebrachte fluoreszenzmarkierte Caseinlosung. Als Kontrolle wurde ein Nanoliter 10 mM 25 
Tris/HCl-Puff er (pH 8,5) verwendet 

Zum SchluB wurden 10 nl der Protease Trypsin in einer Konzentration von 10 mg/ml in Tris/HQ-Puffer (pH 
8,5) zur Reaktion gegeben. 

Die Reaktionstropfchen wurden anschlieBend zur Reduktion der Verdunstung entweder mit Mineralol, Siii- 
kondl oder mit Paraffin-Ol, das mit dem Microdrop-Dosiersystem aufgebracht wurde, abgedeckt 30 

Nach 30 Minuten Inkubatfonszeit wurde der Assay gemessen. Hierzu wurde von der Objekttragerunterseite 
mit Hilfe eines mvert-Huoreszenzmikroskops mit linear polarisiertem Licht im Bereich von 450 bis 485 nm 
Fluoreszenz angeregt und im Bereich von 515 bis 530 nm detektiert Zur Detektion diente eine kuhlbare 
CCD-Kamera mit vorgeschaltetem motorisch drehbarem Poiarisationsfilter. 

Es wurde die Anisotropic der Polarisation der Caseinmolekuie nach foigenden Gleichungen bestimmt: 35 

A = I senkreclit " X pa rallel 

Isenkreciit + 2 X Iparallel 

p = ^senkirecht Z. ^parallel 

^senkrecht + ^parallel 

hierbei bedeutet: 
A die Anisotropic 
P die Polarisation 

Iparallel die gemessene Intensitat des Fluoreszenz-Lichtes bei einer Polarisation parallel zur Polarisation des 
Anregungslichtes und 

Iscnkrecfat die gemessene Intensitat des Fluoreszenz-Lichtes bei gekreuzten Polarisationsfiltern. 

Die Anisotropic ist ein MaB fur die rotatorische Diffusionskonstante von Molekulen und kann als MaB zur 
Abschatzung der hydrodynamischen MoIekulgroBen eingesetzt werden (G. Weber, Biochemie, Vol 51, 1952, 
145—155). 

Wurde das Fluorescein-isothiocyanat-markierte Protein von der Protease gespalten, so wurde eine Polarisa- 
tion im Bereich von 50 bis 75 x 10"" 3 gemessen. Wurde die Protease Trypsin inhibiert, so wurde eine Polarisation 
groBer 150 x 10~ 3 gemessen. 

Zur parallelen Auswertung aller 96 Reaktionsansatze wurde mit einem Objektiv aus einer Stereo-Lupe das 
gesamte MeBfeld mit den 96 MeBpunkten gleichzeitig erfaBt und mit einem Bildverarbeitungsprogramm ausge- 
wertet 

Beispiel 3 

Protease-Inhibitor- Assay mit 1536 parallelen MeBpunkten 

65 

Es wurde ein Trypsin-Inhibitorassay wie unter Beispiel 2 beschrieben mit 1536 parallelen MeBpunkten auf der 
GroBe einer Mikrotiterplatte (siehe Fig. 2) durchgefuhrt 
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Patentansprfiche 

1. Fester Trager fur anaiytische MeBverfahren, der im wesentlichen aufgebaut ist aus einem inerten festen 
Tragennaterial, auf dem hydrophile MeBbereiche, die gegebenenfalls mit elner Oberflachenladung verse- 
hen sind, durch mindestens ein hydrophobe Beschichtung voneinander getrennt sind, wobei auf dem 
Trager groBer oder gleich 1 0 MeBpunkte pro cm 2 auf gebracht sind. 

2. Fester Trager nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die hydrophilen MeBbereiche durch 
mindestens eine durchgehende hydrophobe Beschichtung voneinander getrennt sind. 

3. Fester Trager nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die auf dem Trager aufgebrachten hydro- 
philen MeBbereiche durch unterbrochene hydrophobe Bereiche voneinander getrennt sind. 

4. Trager nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB man als Tragennaterial Glas, Keramik, 
Quarz, Metall, Stein, Kunststoff, Gummi, Silicium oder Porzellan verwendet 

5. Trager nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man ein transparentes Tragennaterial 
ausgewahlt aus der Gruppe Glas, Quarz, Silicium oder Kunststoff verwendet 

6. Verf ahren zur Herstellung eines Tragers gemaB den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
man den Trager mit mindestens einer hydrophoben Beschichtung versieht und die hydrophilen MeBberei- 
che mittels MikroUmograpme-, Photoatz-, MikixKimck^ 

7. Verfahren zur Herstellung eines Tragers gemaB den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
man einen hydrophilen oder hydrophilisierten Trager mittels Mikrolithographie-, Photoatz-, Mikrodruck- 
oder Mikrostempeltechnik in der Weise mit mindestens einer hydrophoben Beschichtung versieht, daB 
voneinander getrenhte hydrophile MeBbereiche entstehen. 

8. Verfahren zur Herstellung eines Tragers nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB man in 
den hydrophilen MeBbereichen des Tragers zusatzlich eine Oberfiachenladung aufbringt 

9. Analytisches MeBverf ahren, dadurch gekennzeichnet, daB man auf einem Trager gemaB den Anspruchen 
1 bis 5 flussige Analysenproben, die gegebenenfalls mit einer hydrophoben Schicht abgedeckt werden 
konnen, in den hydrophilen MeBbereichen aufbringt und analysierL 

10. Analytisches MeBverfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB man die anaiytische Mes- 
sung in nahezu wasserdampfgesattigter Atmosphare durchfuhrt. 

1 1. Analytisches MeBverfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB man die anaiytische 
Messung unter Kuhlung des Tragers durchfuhrt. 

12. Verwendung eines Tragers gemaB den Anspruchen 1 bis 5 in der Diagnostik, in der Wirkstoffsuchfor- 
schung, in der kombinatorischen Chemie, im Pflanzenschutz, in der Toxikologie oder im Umweltschutzbe- 
reich. 

Hierzu 2 Sehe(n) Zeichnungen 
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